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[Abstract]  AIM: To de term ine the loca liza tion o f R IP3
in N IH3T3 ce ll line and exp lore its ro les in the signa l trans-
duction pa thway o f TNF-A-induced caspase-independent ce ll
dea th. METHODS: R IP3 gene was cloned from N IH3T3 ce ll
line by RT-PCR and the am ino ac id 287-486 sequence o f
R IP3w as ove rexp ressed inE. co li stra in BL21. The prote in
w as pur ified by e lec trod ia lysis to mi mune rabb its. N ine
w eeks la te r, the serum o f the rabb its was ha rvested and an-
t-iR IP3 po lyclona l antibod ies w as pur ified and its specific ity
w as de tected by W estern b lo.t Imm uno fluo rescence was
used to de term ine the subce llula r loca liza tion o f R IP3 in
N IH3T3 ce ll line and the e ffects o f TNF-A and z-VAD. fm k on
R IP3 fo r its loca liza tion chang ing. RESULTS: A high con-
centration o f rabb it po lyclona l an tibody aga inst R IP3 w ith
good mi m uno log ica l charac te ristics w as ob ta ined. R IP3 was
successfu lly de tec ted by W este rn b lo t w ith an t-iR IP3 an t-i
body in 293T ce lls transfectedw ith pcDNA3-flag-R IP3 and in
m ouse N IH3T3 ce ll line. The resu lts o f mi m uno flue rescen t
sta in ing d isp layed tha t R IP3 loca lized in cy top lasm in un-
trea ted N IH3T3 ce lls. Trea tm ent w ith TNF-A or z-VAD. fmk
a lone d idn. t change its d istribu tion. How ever in the ce lls in-
duced by z-VAD. fmk and TNF-A, R IP3 was de tected in
bo th cytop lasm and nuc leo lus. CONCLUSION: The po ly-
c lona l an tibody aga inst R IP3 w ith h igh concen tra tion and
specificity w as successfu lly ob ta ined. In N IH3T3 ce ll line,
R IP3 loca lized in cytop lasm, w hich was sub ject to change
induced by z-VAD. fm k and TNF-A, suggesting that R IP3
p lays an mi portan t ro le in TNF-A induced caspase-independ-
en t ce ll dea th signa l transduction pa thway.
[ Keyw ords] R IP3; po lyc lona l an tibody; subce llu la r loca l-i
za tions; caspase-independent ce ll apop tosis
pa thway
[摘 要 ]  目的 : 制备兔抗受体相互作用蛋白-3( R IP3 )的抗
体, 并探讨其在鼠源 N IH3T 3细胞株中的定位。方法: 用 RT-
PCR技术从 N IH 3T3细胞株中克隆鼠 rip3基因 , 进行原核表
达及电洗脱纯化。以高纯度的 R IP3抗原免疫新西兰兔制备
抗血清并纯化。用W estern blot检测该抗体的特异性 , 以免疫
荧光法确定 R IP3在 N IH3T 3细胞株中的定位, 以及 TNF-A和
z-VAD. fm k对其定位的影响。结果: 获得特异性的兔抗 R IP3
蛋白的抗体。免疫荧光的结果显示, R IP3定位于细胞质中。
单用 TNF-A或 z-VAD. fm k处理 N IH 3T 3细胞后, R IP3的定位
均无明显变化; 而用 z-VAD. fm k和 TN F-A共同处理细胞后,
在核内外均有 R IP3分布。结论: 成功地克隆 rip3基因并制备
高特异性的兔抗 R IP3抗体。R IP 3在 N IH 3T3细胞株中定位
于细胞质中, 为进一步研究 R IP3在 TN F-A诱导的 caspase非
依赖的细胞凋亡途径中的作用奠定了基础。
[关键词 ] R IP3; 多克隆抗体; 亚细胞定位; caspase非依赖
的细胞凋亡途径
[中图分类号 ] R 392. 11   [文献标识码 ] A
  R IP3属于 R IP(受体相互作用蛋白激酶家族, the
receptor- in teract ing prote in fam ily )中的成员, 在 N端






对 R型和 S型 N IH 3T3两株细胞中各基因的表达情
况进行了研究, 发现 RIP3蛋白的表达存在差异, 在
S型细胞株中大量表达 R IP3; 而在 R型细胞株中未
检测到 R IP3的表达。进一步研究发现, 两株细胞对
z-VAD. Fmk和 TNF-A的敏感性不同, R型细胞株经
z-VAD. Fmk预处理后, 可抑制其对 TNF-A的敏感
性, 死亡率降低; 而经 z-VAD. Fm k预处理的 S型细
胞株, 则可大大增强对 TNF-A的敏感性, 死亡率上
升
[ 2]
, 说明 R IP3参与了 TNF-A诱导的不同信号转导
通路。本研究中, 制备了高特异性的兔抗 RIP3抗
体, 并对 S型 N IH 3T3细胞株进行免疫荧光染色, 以
探讨 R IP3的亚细胞定位及其在 TNF信号通路中的
作用。
1 材料和方法
1. 1 材料  R型和 S型 N IH 3T3细胞、293T人胚肾 T细胞、
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大肠杆菌 DH5A、BL21 ( DE3)及原核表达载体 pG ST para lle,l
pcDNA 3-flag均由本实验室保存。 pcDNA 3- r ip1由本实验室构
建。TR Izo lTM、鼠抗 FLAG标记蛋白的单克隆抗体 ( mAb)、逆
转录酶等主要工具酶和 DNA m arker, 蛋白 m arker均购自 In-
v itrogen公司。 F IT C-羊抗兔 IgG, HRP-羊抗兔 IgG抗体购自
San ta Cruz公司。重组鼠 TNF-A、泛 caspase抑制剂 z-VAD. fm k
( benzy loxycarbony-lV a -l A la-A sp- fluorom e thy lketone)、市售兔抗
R IP3抗体、完全弗氏佐剂 ( CFA )和不完全弗氏佐剂 ( IFA )购
自 S igm a公司。引物合成和 DNA序列测定由 Inv itrogen公司
完成。激光共聚焦成像系统 M RC 1024ES购自 B io-R ad M icro-
sc ience公司。新西兰兔 (雌性, 体质量 1. 5 kg )购自中国科学
院上海实验动物中心。
1. 2 方法
1. 2. 1 rip3基因的克隆  提取 N IH 3T3细胞的总 RNA, 提取
步骤参照 TR IzolTM的说明书, 并用 10 g /L的琼脂糖凝胶电泳
及分光光度计检测所获总 RNA的质量和浓度。用 RT-PCR法
逆转录总 cDNA。根据小鼠 r ip3 基因的序列 ( NCB I g:i
9910533), 用在 5c端和 3c端分别带有 H ind III和 X ba I酶切位
点的特异性引物, 从 cDNA中扩增 rip3基因, 并克隆到 pcD-
NA 3- flag载体中。引物的序列如下, 上游引物为: 5c-AT-
CAT CGATAAGCTTATGTCTTCTGTCAAGTTATGGCCTA-3c; 下
游引物为: 5c-ATCTCTAGACTA CTTGTGGAAGGGCTGCCAG-3c。
1. 2. 2 重组表达质粒的构建  以上述构建的重组质粒 pcD-
NA 3- flag- rip3为模板, 用 PCR扩增长度为 600 bp的目的基因
片段, 在 5c端和 3c端分别加入了 EcoR I和 X ba I酶切位点与
对应的保护性碱基。引物序列如下, 上游引物为: 5c-CG-
GAATTCACCAATGAAGTTTACAATC-3c; 下 游 引 物 为: 5c-
GCTCTAGA CTA CTTGTGGAAGGGCTG-3c。将基因片段插入表
达载体 pG ST para lle l中, 构建成重组表达质粒 pG ST paralle -l
rip3( aa287~ 486), 命名为 pGST pa ra lle-l rip3 C7, 并对其进行
酶切鉴定并测序验证。
1. 2. 3 G ST融合蛋白的诱导表达及纯化  将所得重组质粒
pGST para lle-l rip3 C7转化到大肠杆菌 BL21( DE3)感受态细胞
中, 挑选单个菌落进行增菌、诱导 [3] , 用超声波破碎后, 静置
30 m in; 于 4e 以 12 000 g离心 10 m in。去上清, 沉淀用 PBS
洗 3次, 分装于 Eppendorf管中, 并加入等体积的 2 @ SDS样
品缓冲液, 进行 SD S-PAG E。用 0. 25 m ol/L KC l染色 20 m in
后, 切下目的带, 切碎后装入最小分子截留值为M r 25 000的
透析袋中, 加入 1 mL新鲜 SDS-PAGE胶电泳缓冲液, 用透析
夹密封透析袋, 置于琼脂糖电泳槽中, 并以 SDS-PAGE胶电
泳缓冲液作为电洗脱的缓冲液 , 于 100 V恒压电洗脱 4 h, 并
回收洗脱产物。
1. 2. 4 R IP3蛋白的纯度及浓度鉴定  取电洗脱的 R IP3蛋白
加入等体积的 2 @ SD S样品缓冲液, 于 100e 加热3 m in后, 进
行 100 g /L SDS-PAGE, 用考马斯亮兰 R 250染色后, 通过
Brad fo rd标准蛋白曲线测定法测定 R IP3蛋白的浓度 [ 4]。
1. 2. 5 抗体制备、纯化及 W estern b lo t分析  第 1次免疫:
以 0. 5 mg纯化的 R IP3蛋白 1 mL加等体积的 CFA乳化后, 注
射于新西兰兔的四肢皮下。3周后, 进行第 2次免疫 , 抗原量
改为 0. 3 m g, CFA改为 IFA, 注射部位同第 1次。间隔 2周
后, 进行第 3次免疫, 抗原量、佐剂及注射部位均同第 2次。
再间隔 2周后, 进行第 4次免疫, 除抗原量改为 0. 25 m g外,
其他均同第 2、3次 [ 5]。抗体的纯化步骤参照文献 [ 6]进行。
抗体特异性的W estern blot分析参照文献 [ 7]进行, 分别以免
疫前兔血清为阴性对照, 市售的鼠抗 FLAG抗体或市售的兔
抗 R IP3抗体为阳性对照。
1. 2. 6 R IP 3亚细胞定位的免疫荧光染色检测  将 S 型
N IH3T 3细胞株分别用 TN F-A ( 30 Lg /L ) 和 z-VAD. fmk
( 10 mmo l/L )单独处理 24 h, 及先用 z-VAD. fm k ( 10 mm ol/L )
预处理 30 m in后再加入 TNF-A ( 30 Lg /L ) 共处理 24 h, 加
F IT C-羊抗兔 IgG进行免疫荧光染色 [ 7] (一抗为自制的兔抗
R IP3抗体, 阴性对照为免疫前的兔血清 ), 在共聚焦显微镜
下观察结果并拍照。
2 结果
2. 1 r ip3基因的克隆和鉴定  RT-PCR产物经 10 g /L琼脂糖
凝胶电泳显示, 结果同预期的大小 1 461 bp相一致。将该基
因片段和经H in d III和 X ba I双酶切后的载体 pcDNA 3- flag相
连接, 转化 E. co li DH 5A, 挑选单克隆进行双酶切后, 进行琼
脂糖凝胶电泳显示, 阳性菌株表达的产物大小约为 1 461 bp
(图 1)。经测序, 所获目的基因的序列与已知 rip3基因的序
列完全一致。
图 1 重组质粒 pcDNA 3- flag-r ip3的酶切鉴定
F ig 1 R estr iction enzym e dig estion analysis o f recom b inant p las-
m id pcDNA 3- flag-r ip3
M 1: DNA ladder of h igh range; M 2: 100 bp DNA ladder; 1: pcDNA3-
flag-rip3 /H ind III+ X ba I.
2. 2 重组表达质粒的构建、鉴定及序列分析  将 PCR扩增的
目的基因片段经 10 g /L琼脂糖凝胶电泳分析显示, 在 600 bp
处出现 1条带 (含保护碱基和酶切位点 )同与预期的大小相
符。重组质粒 pG ST paralle-l r ip3 C7经 EcoR I和 X ba I酶切初
步鉴定显示, 切出的基因片段的大小同预期的结果相一致
(图 2), 将获得的阳性重组体进行 DNA测序表明, 重组表达
质粒 pG ST paralle-l r ip3 C7中插入的 rip3基因片段的序列及读
码框架完全正确。
2. 3 R IP3蛋白的诱导表达及纯化  以不同浓度的 IPTG于
不同温度诱导不同时间后, 将诱导后的全菌、上清、沉淀都
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进行 SDS-PAGE。分析结果发现, pG ST paralle -l r ip3 C7表达的
R IP3 C7蛋白主要以包涵体的形式存在。其最适表达条件是,
以终浓度为 1 mm o l/L的 IPTG, 于 37e 诱导 8 h (图 3)。经
PAGE分离沉淀中的蛋白, 切下目的蛋白条带, 经电洗脱将其
从胶中分离后, 得到较纯的目的抗原, 即 R IP3蛋白的 287 ~
486氨基酸肽段 (图 4)。
图 2 重组表达质粒 pGST para lle-l rip3 C7的酶切鉴定
F ig 2 R estr iction enzym e d igestion ana lysis o f recom binant plas-
m id pGST pa ra lle-l rip3 C7
M 1: DNA ladd er ofh igh range; M 2: 100 bp DNA ladderm arker; 1: pGST
paralle-l rip3 C7 /EcoR I+ X ba I.
图 3 R IP3蛋白在 E. co li BL21中的表达
F ig 3 Expression o f R IP3 inclusion prote in in E. coli BL21
M : Protein m arker; 1: In clusion bod ies of pGST para lle-l RIP3 C7 ex-
pressed in E. coli BL21 w ithou t IPTG indu ct ion; 2: In clus ion bod ies of
pGST paralle-lR IP3 C7 expressed in E. coli BL21 induced w ith 1 mm ol /L
IPTG at 37e for 8 hou rs.
2. 4 自制的兔抗 R IP3抗体特异性的W estern b lot检测
2. 4. 1 由外源转染并过量表达 R IP3蛋白的W este rn blot检测
 于 293T细胞株中转染 pcDNA 3-flag- rip3, 分别用 1B1 000的
鼠抗 FLAG抗体和兔抗 R IP3 C7抗体进行 W estern blot, 以免
疫前血清为阴性对照 , 检测在 293T细胞中过量表达的 FLAG-
R IP3融合蛋白。结果显示, 在 M r为 53 000处可见与 FLAG-
R IP3蛋白大小一致的条带, 而免疫前的血清则没有检测到
R IP3的信号 (图 5A ), 并且自制的兔抗 R IP3抗体的特异性及
信号强度可与市售的抗 FLAG的 mA b相媲美 (图 5B、C)。同
时, 由于 R IP3是第 1个被确定的能与 R IP1相互作用的 R IP
家族成员, R IP3的 64个氨基酸 ( aa 411~ 474)是介导 R IP 3与
R IP1相结合的最小区域 [ 1]。为了证实自制的抗 R IP3抗体在
R IP家族成员中只对 R IP3有很高的特异性, 我们在 293T细
胞中分别过量表达 R IP1(M r为 70 000)和 R IP3蛋白, 先分别
用抗各自的特异抗体作 W este rn b lo t, 均出现特异性的蛋白带
(结果未显示 ), 再以细胞内普遍存在且表达量稳定的 B-actin
蛋白为内参照, 用自制的兔抗 R IP3抗体作W estern blot检测,
结果显示, 自制的兔抗 R IP3抗体不能识别与 R IP3同源性较
高的 R IP1, 说明其对 R IP3有很高的特异性 (图 6)。
图 4 电洗脱分离的 R IP3包涵体蛋白
F ig 4 R IP3 inclusion prote in isolated by e lectr ic e lution
M: Protein m ark er; 1: In clus ion bod ies ofpGST paralle-lR IP3 C 7M r being
48 000 isolated by electric elu tion.
图 5 293T细胞中表达的 R IP3蛋白的 W este rn b lo t检测
F ig 5 De tection of R IP3 expressed in 293T cells
A: Pre-immun e serum; B: Ant-iR IP3 C7 ant ibody; C: Ant-iFLAG an t-i
body sold at the m arket. 1: Lysate of 293T cel l lin e; 2: Lysate of 293T
cells trans fected w ith pcDNA3-flag-rip3.
2. 4. 2 细胞内源 R IP3蛋白的 W estern blot检测  由于 R型
N IH3T 3细胞自身不表达 R IP3蛋白, 而 S型则可以, 故而以 R
型和 S 型这两株高同源性而存在显著 R IP3 表达差异的
N IH3T 3细胞为检测对象, 分别用 1B1 000的市售抗 R IP3抗
体和自制的抗 R IP 3抗体来看能否检测到该细胞株 S型内源
表达的 R IP3蛋白。结果显示, 自制的抗 R IP3抗体检测出现
特异性条带, 其清晰度明显优于市售的抗 R IP3抗体 (图 7)。
图 6 兔抗 R IP3抗体特异性的W estern blot分析
F ig 6 A nalysis o f an t-i R IP3 antibody spec ific ity by W estern blot
1: Lysate of 293T cel ls tran sfected w ith p cDNA3 vector; 2: Lysate of293T
cells tran sfected w ith p cDNA3-rip1; 3: Lysate of 293T cells tran sfected
w ith pcDNA3-flag-rip3.
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图 7 内源性 R IP3的W estern blot检测
F ig 7 W estern blot detection o f endogenous R IP3
A: Pre-imm une serum; B: Ant-iRIP3 C 7 an tib ody; C: Ant-iRIP3 an tib ody
sold at the market. R: Lysate of type R NIH 3T3 cell l ine( do not exp ress
R IP3) ; S: Lysate of type S N IH 3T3 cell lin e( exp ress R IP3) .
2. 5 RIP3亚细胞定位的免疫荧光分析  免疫荧光染色的结
果显示, 表达的 R IP 3清晰地定位于 S型 N IH 3T3细胞的细胞
质中 (图 8A )。在以 TNF-A或 z-VAD. fm k刺激该细胞后,
R IP3的定位并无明显变化 (图 8B、C ); 而以 z-VAD. fm k和
TNF-A的共同刺激后, 表达的 R IP3部分出现在细胞核中, 但
表达量与其在细胞质中的分布无明显差别 (图 8D )。
图 8 R IP3在 S型 N IH 3T 3细胞中的定位
F ig 8 Loca lization of endogenous R IP3 in type S N IH-3T3 ce lls
( @ 10 000)
A: Norm al type S N IH-3T3 cel l lin e; B: Type S NIH-3T3 cell lin e stim u la-
ted w ith TNF-A ( 30 Lg/L) for 24 h; C: Type S NIH-3T3 cell lin e stim u la-
ted w ith z-VAD. fm k ( 10 mm ol/L) for 24 h; D: Type S N IH-3T3 cell l ine
s tim u lated w ith by z-VAD. fm k ( 10 mmo l/L ) for 30 m in and th en w ith
TNF-A ( 30 Lg /L ) for 24 h.
3 讨论




有重要关联的基因时, 发现在 S型和 R型两株
N IH 3T3细胞中存在明显的 RIP3差异表达, 联系两




  我们通过比较 R IP家族成员的结构发现, R IP3
C末端存在特异性, 并且与功能密切相关, 因此, 选




足, 导致其抗体所能识别的 R IP3蛋白区域有限, 无




可能性, 尽可能做到只对 R IP3有足够的特异性, 为
研究带来方便, 弥补了市售抗体的缺陷, 为进一步展
开对 R IP3的研究提供了有力的工具。
此外, 学界尚未对 R IP3的亚细胞定位有统一的
观点, 而研究也限于外源过量表达的 R IP3。我们用
免疫荧光染色显示, S型 N IH 3T3细胞在单独以 TNF-
A刺激后, R IP3的定位没有变化; 而在接受了泛





递, 而 R IP3亚细胞定位的改变可能在该信号传递中
起主要作用。 S型 N IH 3T3细胞株自身表达的 R IP3
蛋白也可能同样存在核质穿梭现象。
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